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Precede d'analyse d'unt sequence speciflque d'ADN ou d'ARN, reaetHs et necessaires pour aa mlae 

en oeuvre. 

* 

^invention conceme I'analyae. c'est-a-dlre la detection et/ou le dosage d'ADNs. do fragments d'ADNs 

au niveau d'un support utilisant des reactions de bioluminescence. sans etape de separator ,n.de lavage, 
s ainsi que des reactifs et necessaires pour essais ou "kits", pour la mise en oeuvre de ce 

Au cours de cea dernieres annees. le development des techniques d'hybndation i^hm* 
revolution** nos Ideas sur la structure du gene. La sensibillte et la facillte de mise en oeuvre des process 
JS2 7 nt permia de les appliquer non seulement aux recherches fondamentales mals aussl au 
!^ ,S c«;l M « a la detection d'une grande variete d'ADNs pyogenes viraux et 

'° iXLm mo.ecu.aire est surtout mise en evidence a .'aide de sondes marque* 

au »P 7 M d ea sondes non radioactives d.tes sondes "froides" a "marqueur unique" (vo, ^par 
exempie reference 3 a 5) est encore ties peu developpee. peut-etre en raison du manque relatif de fiabilrte 

laboratoiS d'analyses cliniques que si Ton dispose de systemes flables, stables (dans le temps) et ft 
^cTrepW W«. pour remplacer les sondes radioactives de courte vie et dent la detection peut 
demand pEurs jours, avec tous les inconvenients bien connus lies a .'utilisation d'elements 

De olus des techniques recentes utilisant des reactions ^amplification enzymatique de la able 
20 (refe?enc P e 6 J ^Sseot. a partir de quelques modules de cibtes ADM une duantiti re^ativemen 
ImpoLte de copies Cette amplifioation permet de resoudre le probleme de la sens.b.l.te et de ce fart .1 
est necessalre de disposer de techniques de detection rapides et faciles a automatlser. 

Pour emedler aux inconvenients. tela que manque de fiabllrte. des sondes a marqueur uruque des 
inventeurs ont eu I'idee de recourir a des reactions d'hybridation dltes de type sandwich, par analog.e aux 
3S factions connues sous cette denomination dans le cas de dosages immunologiques. 

U Sue sandwich d'identification d'un ADN ou d'un ARN par hydridation repose , de fagon generals 
sur l7oS£ JuS : le milieu dans lequel est suppose se trouver I'ADN ou I'ARN a identifier est mi i en 
onLTcc^ml ou simurtanement avec deux oligonucleotides "modifies" ne P^t pas errtre 
eux de sequence complements, mais complementaires chacun d'une sequence de I'ADN ou de I ARN a 



L tn de ces o.igonuc*otides ("sonde de fixation") eat fixe sur un support (reference 8) ou modiftS par 
un suStitifam choisi de telle sorte qu'il permette de fixer directement ou ^TTZ^c^Z 
un support, lui-meme modifie de fagon adequate. Ainsi, le substitutant sur la "sonde de fixation peut etre 
example la biotine et le support peut porter des groupements avd.ne (reference 9). " 
as LLslan? peut Itre un haptene. notamment la fluoresceins et le support peu porter des anticorps 
soecifioues de cet haptene, par exemple des anticorps antifluoresceme (reference 10). 

Nucleotide ("sonde marquee" ou "reporter") porte un "marqueur". Ce P££ 
radioactif (references 8 et 10) ou non radioactif (sonde froide). Dans ce cas. le marqueur esrt de preference 
Xelnl dSSbi! directement (par exemple dans le cas d'un Miuorophore") ou ind.rectemen, par 
40 exemple par action d'une "enzyme marqueuee" sur un substrat (references 9 et 10). 

T'hybridation peut se faire en milieu solide-liquide (references 8 et 9). ou en m.I.eu l.qu.de. la fixat.cn 
sur le support n'ayant lieu qu'ulterieurement (reference 10). 

Dans Tous les cas des lavages sent necessaires afin d'eliminer notamment les exces de 
On a maintenant trouve qu'll etait possible de detector, et dans ced^ns cas de doser "nerfquence 
4 S soecHlque d'ADN ou d'ABN, sans etape de separation ou de lavage, par reaction de b.oluminescence. avec 
oSentiTdin signal stable, de maniere rapide et fiable, en associant essentiellemnt un systeme de capture 
Sn etemem est coimmobilise sur un support presentant une surface poreuse et/ou fibreuse avec les 
eSmes c fun systeme de bioluminescence. et un systeme de marquage utilisant une enzyme telle qu'une 

50 d9S Sttion M I'obiet de la presente demande est basee sur cette <^<*™»ZZ£ 
concerne. selon I'un de ses aspects, un precede d'analyse d'une sequence spec.ftque d ADN ou dARN. 
caracterise^n ce qu'il consists essentiellement. en utilisant : 

a) un support presentant une surface poreuse et/ou fibreuse sur laquelle sent immobU.ses d une part 
lea enzymes luciferase et oxydoreductase d'un systeme de bioluminescence et d'autre part, un substituant 
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G-6-P + NA0 + lou NADP + 3__Li^V^ 6-Pho.phOflluconnue 
+ NADH Cou NAOPH] * H + et 

ma late + NAO + Cou NADP*] . ma1at -f v oxa lacetato-NAOH Cou 

deshydrogenase 



,o NAOPH] ♦ H* 



On pourrait egalement utiliser un ayateme qui'produise dana le m.l.eu. an .ant que compose nucleotide 

intermediate, du FMN a partlr da FMNH*. nucleotide intermediate, du NADH ou du 

5 || s'est toutefoia revdkS avantageux d'avoir, comme compose nuciewra 

, 0 matiere fibreuse, notamment. f^rme de film Oe preference toutefois, il 

diametre. «r4santant sous forme de microbilles, commercialisms sous 

mlsa en oeuvre du precede selon n™"*^ riifMrents elements portes sur le support peuvent etre 

- jskst sr s — — » — 

tion eventuelle et avant .'introduction dea dlfferents substrata. 
36 TrpS^^nS™ "'NADH qu, est produit dans is miiieu I partir de NAD, 

en presence de I'oxydoreductase ^g^j£SX!^X 3 que le decenel. 

m qui a ete vu plus haut ^f^l^Z^X^^ *• a) VWZ *™ * 

Par ailleurs. le compose nucleotide intermedia. re p row i rfacUon8 d e bioluminescence. Le 

conjugue. notamment une deshydrogenase )J^J^^^S!SL au support est en 
m eme compose produit dans -a ^■J^JJ £ SSni- pour ne pas interferer avec >e 
general suffisamment elo.gne des ^ymes du j IT* To utefois il est preferable d'lntroduire dans le milieu 
m dosage, ou Ml. que d '™ le compose nucleotide intern*- 

un systeme. de P' s,eren f 9 en ^ mah ^ de donner lieu a remission de photons en 

diaire present dans la solution en un compose ran "^J™ imp ortante le compose nucleotide 

- ram ssr^s k-s^ " — 

qui intervient est la suivante : 

LDH 

56 NADH + pyruvate ) NAD ♦ lactate 

En consequence, le mi.ieu dans leque. on etfectue ,e dosage consent les constituents d'un systeme de 
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capable de fixer, dlrectement ou indlrectement. par nntermediaire d'au moins une reaction d'affinite ou par 

hvbridation specifique, une sequence nucWotldlque, - 

b> un conjugue d'enzyme constitue essentiellement d'une enzyme capable de produlre un compose 
nucleotide intermediaire, utilisable par roxydoreductase du systeme de bioluminescenc*. P™*«"^ » 
6 ZSion d'un signal de bioluminescence. et d'une molecule capable de se lier par affinrte avec un 
marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hy brider avec une telle sequence, et 

' 7) une solution aqueuse comprenant essentiellement les substrats de h«yin» * conjugufi. tea 
constituents du systeme de bioluminescence autres que les enzymes et le compose nucieotde .ntermed.a- 
i que tes ^constituents d'un systeme de destruction du compose nucleotide intermedia en exces 

to dans la ^ un cumM ,. ADN ou rARN h ^lyser, eventuellement amplify au 

moins doublement marque par marquage chimique ou enzymatique avant .'analyse, par marquage , synttieti- 
Z au cours de rampliflcation ou par hybridation avec une ou plusieurs sondes speafiques, en contact, 
simultanement ou successivement. avec un support a) et un conjugue b) appropnes. 

, s !™ettre en echantillon contenant I'ADN ou I'ARN I analyser, de preference amphfi* non marqu en 
-pisence de sequences homologues d'ADN ou d'ARN. de preference amplifier doublement marques et 
Soumettre I'ensemble h deration puis a hybridation, et mettre le melange obtenu en contact, 
simultanement ou successivement. avec un support a) et un conjugud b) W'°P r >J|; 
. soit mettre en contact. simultanement ou successivement d'une part un echantillon co« IAON ~ 

20 i'ARN a analyser, de preference amplifie, avec un support a) portant une sequence nucieotid.que 
Sementalre d'une parte dudit ADN ou ARN, cette sequence pouvant etre fixee su^s^^cours 
de I'analyse. par reaction d'affinite specifique entre un substituant du support et un substituant port6 par un 
oJgonucleotide pnSsentant une afflnite specifique pour (edit substituant du support* d autre .part : un 
coniugue d'enzyme b) dans lequel I'enzyme est conjuguee a une sequence nucleotides «"P*™^ 

26 d'une autre parte dudit ADN ou ARN et non compkSmentaire de la sequence nuclSotidlque portee par la 

support ,^ ,. ensemWe obtenu sous 1 * en presence d'un exces de la solution c) ; 
3* laisser reposer jusqu'fc obtention d'un signal stable; puis 
4* mesurer la lumi&re emise; et eventuellement 
3„ 5' determiner, a I'aide d'un systeme d'Stalonnage. la quantite de sequence a doser dans 

I'eschantlllon etudie, & partir de la mesure effective sous 4 . 

II convient ici de rappeler que le pheinomSne de bioluminescence rdsulte de I action de I oxygene 
catalyse par une enzyme de type luctWrase. selon un schema reactionnel plus ou moins complexe. sur un 
compS a retat reduit, notamment nucleotidique tel que le NAOH ou le NADPH. La lucferase la plus 
as couramment utilisee est une luciterase d'origine bacterienne ou luclterase de Beneckea Harvey.. 

S lucHerase, en presence de NADH (nicotinamide dinucieotide sous forme redurte). d'une , oxydore- 
ductasTsicifique provenant egalement de B. Harvey! et d'un aldehyde a tongue chaTne RCHO, tel que 
par example le decanal, produit de la lumfere selon les reactions suivantes : 



40 



NADH ♦ H + ♦ FMN o^ydorfeduc tase vNAQ + + FMNHj et 



Le mime orocBSSus peut s'appliquer au NADPH. 

Le NADH [ou NADPH] ainsi mis en evidence peut §tre produit dans le milieu reactionnel par action 
so d'une deshydrogenase sur son substrat specifique et sur le NAD [ou NADP ]. 

Cette deshTdrogenase peut etre par exemple la glucose-6-phosphate deshydrogenase (G^H) font 
le substrat specrfique est le glucose-6-phosphate (Q-B-P) ou la malate deshydrogenase dont le substrat 
specifique est le malate. Les reactions mises en jeu sont alors respectivement : 



+ RCHO ♦ 0, luciferase ^ FMN + RC0QH + h-0 + hv 



55 



3 



EP 0 362 042 A1 



• • | a capture de cette sequence d'ADN (ou d'ARN) dble est alors nlalisee au moyen d'une sequence d'ADN 

comme il sera vu plus loin dans les e ^ m P^YP e ^f^ US f n me ":*7 e £un nombre de copies de la 

seton I'lnventlon. , <il . =M „ . oracf s d( s ge| 0n nnventlon, sous sa forme de type 

5 Alnsl. selon un mode avantageux de realisation, la procSdfi seion <\ mve . 

pons. pa. t. >nol «) « '^STTSS^Sm * Slim ™ Spcta dlvMdplw. 

des substituants presents* una aAmtf sp*c fique pour ^ nwjueu r w H sequence, 

compcrte egalament CjS^^lEU .ntervenir une reaction 

affinite specifique pour la molecule speclflque du "J*** . ^ ,. en8emble des sequences 

U, W itM « ppMMpi « » qpH« jJjT""? ^™?K«ip « p.*««WtPPP 

„ unvMp- wp rw pwgp dp- •>•*«» w«~ £ "oJ^KSi p«™« »««wd>» 

^rs.riirrssss. * •» »» — - ■*«— — - - 
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destruction du compose nucleotide intermedial, par exemple. dans le cas indique ci-dessus. de la LDH et 

dU ^rSSioortions relatives des differents constituants du systeme de dosage p«uvent etre deduites 
aisemVnt cJs ^mples qui suivent. En tout etet de cause, il convlent que I'exces de marqueurs de 

s detection ne soit pas superieur a environ 100 fois la quantite de cible. 

£Sn In mode de realisation du precede de Invention, a I'etape 1 . la sequence a analyser est 
substituee doublement. eventuellement au cours de I'analyse, par un premier substituant capable , de se Her 
dSement ou Indirectement. au support a) par una faction d'afflnite et par un second subsftuant capable 
' de se Her au conjugue* b) par une reaction d'afflnite. 

(fl u double substitution de la sequence k analyser peut se falre par tout moyen connu tel que 
notammenr'm^uage chimique" ou "marquage enzymatlque" de la sequence *^™'°\«™ r ' 
S aveTune sonde AON ou ARN doublement substituee ou marquee avec deux sondes ADN ou 
ARN non complementaires Tune de .'autre, portent chacune un seul substituant. » «»^*J* 
sonde unique doublement marquee, d'une part, et des deux sondes a un seul subsftuant. d autre part 

'.^.^LSS^d-s U bstituant■-peut-itre-cholsi-notamment -parmi la biotine. la photobiotine, I'avidine, la 
strepfavidinrun Ju'un groupe sulfone. acetoxy acetyl amino fluorene (AAF), fluoresce ou 

"'"Tafexl^ substituant" es. la biotine ou la photobiotine. .e conjugue b) est 

» avan^ rrJnt coStue de .'enzyme, par exemp.e une dehydrogenase, capable de produ,re un 
eomciose nucleotide intermediaire, et d'avidine ou de streptavidine . 

ZV^*™. lorsque le "second substituant" est I'avidine ou .a streptavidine. .'enzyme du conjugue b) 
est avantageusement conjuguSe avec la biotine ou la photobiotine. nu . M 

ParaLrs lorsque le "second substituant" est un groupe sulfone. AAF. fluoresceins ouONP. I enzyme 
25 du conjugS b) Avantageusement Kee a des anticorps anti-ADN sulfone. anti-AAF. anti-fluorescelne, ou 

^'XSSZEm svstemes. notamment p4us comp-exes. faisant intern, des reactions MM 
«n4c fioue oourraient etre imagines par I'homme du metier sans sortir du cadre de la presente invention. 
SPe TPKSlSSiy. PoT role d'amener la sequence d'ADN ou d'ARN doubtement mjqu* 
30 notamment sous forme hybridee. au voisinage immediat du support a) afln d'y "conflner les differentes 

reactions mises en jeu, a savoir notamment : . 
.a pwdurtton par .'enzyme Ilea au premier substituant. d'une quantite de nucleotide intermedia,*, redurt. 

proportionnelle a la quantite de la sequence d'ADN ou d'ARN recherchee. et Intarm<jrtlfllra 
^reaction subsequente de bioluminescence dependante de cette quantite de nuclide "«^»- 

Le "premier substituant" peut egalement Stre choisl parmi la biotine. la photobiotine, I avldine et a 
stre^idine k condition qu'i. n'y ait pas de risque de reaction croisee avec le "second substituant" ou le 
comoos$ pour lequel il a une atflnitt specifique, present dans le milieu. 

SSeusement lorsque le "premier substituant" est la biotine ou la photobiotine. le support a) porta 
d.S^««Uta et lorsque le "premier substituant" est .'avldine ou lastrep^^ 
40 support aVporte dee groupes biotine ou photobiotine. Toutefois, des systemes plus complexes faisant par 
exeSe intervJnir. otfre raffinite particulars de type avidine-biotine. par exemple des reactions de type 
immunologique. peuvent etre imagines et utilises. „,,«„„„ 
Srsque le "premier substituant" est un haptene tel qu'un groupe fluoresceins DNP, AAF ou sul one 
par exemple. la fixation de ia sequence d'ADN ou d'ARN doublement substituee sur le support peut se faire 
, 8 par Pintermedialre d'anticorps anti-haptene speciflques (anticorps anb-fluoresceine etc.. se on I .cas). 

Toutefois. selon un mode avantageux de realisation de ('invention, la fixation a tieu au moye , c I une 
double reaction de type Immunologique. la premiere faisant intervenir des anticorps spScifiques du hapttne 
PMsents Sns le m¥eu et la seconde faisant intervenir la reaction de ces anticorps spec.fcques avec la 
Sine A ou un "anticorps universel" (anticorps antl^-globullnes) fixe(e) sur le support. II va de sol que 
50 danfcette^nde hypottese, le systeme "sacond substituant"/ enzyme du conjugue ne doit pas faire 
intervenir d'anticorps susceptibles de se lier avec la proteine A ou Panticorps umverse '"- 

Le precede de type "sandwich", a double substitution, decrit ci-dessus est applicable ^amment- 
- a la detection et au dosage d'une sequence d'ADN (ou d'ARN) "doublement marquee" par synthese 
CesIiS^ant £ subLants differents introduits par des techniques de synthese d'ADN ou d'ARN 

55 m a d |fd6tectlon et au dosage d'une sequence d'ADN (ou d'ARN) double brin, fcrmee par hybridation de 
sSSnces d'ADN (ou d'ARN) portent chacune un seul "marqueur" ou substituant ; cette methode 
5S ncTmS forsqui £ sequence d'ADN (ou d'ARN) cible peut etre modifiee ch.mlquement 
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* 

. /cMrn *ym-*M or£oar6s dans du DMF sont ajoutes on deux fois au 

de la G6P0H sont sapares de I'enryme libre par chromatography 
2) Preparation des immunoadsorbants bioluminescents : 

Ha Rflnflckea Harvevi selon e procddS de A.H. Farghaly (reterence m « pu " 1 „ * „ 0 v 

SSSS^co.. (retarenca J2 ) te..e ? S^i*^^ ^Ti2U -*r 
Le systeme iucifSrase-oxydon§ductase est coimmobilisS sur Sepnaro se* h 

globulines. ou avec I'avidine ou la streptavidine. 

31 OpBcHon dm AONs ou Anm dppMpmau mrquSj par MolumiMPcanpe 

" U ««- d'ADN o« d"ARN M *** 30 toaWH 

luminescence est mesunie pendant 10 s. 

4) Dosage d'AONs doublement marques par gffthfese 
5 x rt ***** v mamue oar la biotine par reaction de nick translation en presence de 

wmi i 2 mg dp tuppot "»»«o™. «"«"• eon '" ,lons ™«" lom " s " 3) ' 

<S 

2 niyp.pp « =».«■. d'ADNa t»Prf» f» PyMJagOP d. g» ADNi amplest PWgS; 

„ ^ k p. 2~~~r* - -a stisrsr : 

<w Dhaae X maraud par une reaction de sultonation. Les aeux H i «w» n ,, 1M v Un exc x s 

de Her I'anticorps anti-guanine-AAF. 
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"anticorps unlversel", de preference un anticorps anfrrfltobullnes, une proline A ou I avidine. 

selon un autre mode de realisation, remit* capable de fixer par hybridation une sequence nucleotldlque 
est un oligonucleotide complementaire d'une partle de ladlte sequence, ou sonde nucleique. 

Selon un mode tout particullerement prefere de realisation. I'lnventlon foumrt un rfactlf. caracteriafi en 
ce qu'il est constitue de microbillee d'agarose modifle portant, fixes a leur surface sur les mernes 
micrabilles ou sur des microbilles differentes. un "anticorps universal", de preference un "anticorps arrtl-r 
globulines. une proteine A. de I'avidine ou une sonde nucleique. une luciferase d'orig.ne bactenenne et une 
oxydoreductase. 

Cette oxydoreductase est avantageusement la FMN oxydoreductase. 

L'invention a en outre pour objet un "necessaire" ou "kit" pour la mlse en oeuvre du precede* dScnt ci- 



dessua. 

Ce necessaire comprend essentiellement : 



- le reactif selon I'lnvention d6crit plus haut & I'abri de la lumi&re. et 

- un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se her selechvement. 
5 par affinite. avec un marquer de sequence nucleotide ou de s'hybrider avec a^uenoj. 

" Le molecule capable de se llers^lectivement par affinite peut ltre un anticorps. Pavid.ne. la b.obne etc. 
Selon un mode particulier de realisation, le necessaire selon I'lnventlon comprend : 

- un flacon contenant. k I'abri de la lumlere. dea microbilles d'agarose modifle. en suspension dans leau. 
ou souTLme de comprime delitable dans I'eau. munles a leur surface d'un "anticorps unlversel" ou d'une 

n omt^ine A d'une luciterase d'origine bacterienne et d'une oxydoreductase, 

- uTJiacon comenSt un conjugue de deshydrogenase et d'une module capable de se Her selecfvement. 
par affinite. k un marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence 

- un flacon contenant un anticorps specifique d'un autre marqueur de sequence nucteot.dique. et 

- du tampon, du NAD ou du NADP. du FMN. un aldehyde k longue cha.ne. un systeme capable de detruire 
■s ie NADH ou le NAOPH en solution, ainsi que le substrat de la deshydrogenase. 

Selon un autre mode particulier de realisation, le necessaire selon ('Invention comprend : 
. un flacon contenant a I'abri de la lumiere, des microbilles d'agarose modlfie, en suspension dans leau. 
ou sous forme de comprime delitable dans I'eau. munies a leur surface d'avidine ou de streptavid.ne. d une 
lucittrase d'origine bacterienne et d'une oxydonSductase. ^^b*.™, 
30 - un flacon contenant un conjugu* de deshydrogenase et d'une molecule capable de se Her selecbvement. 
par affinite. a un marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence, et 

- du tampon, du NAD ou du NAOP. du FMN. un aldehyde a long chaTne, un systeme capable de detru.re le 
NADH ou le NADPH en solution, ainsi que le substrat de la deshydrogenase. 

II va de sol que le "necessaire" en question peut comprendre. seton le cas. d'autres constants. 

" SS^ariantea du " necessaire" selon ."invention peut se deduire aisement de 

la description qui precede et des exemples qui suivent. . 

II va de soi que d'autres variantes du precede selon I'invention. faisant interven.r les memes pnnapes. 
peuvent etre imaginees par I'homme du metier sur la base de ses connaissances usuelles en la ma , ere 
40 sans sortir du cadre de I'invention. Dana ce contexte. on peut par exemple prevo.r que I enzyme capable de 
produire un compose nucleotide intermedial soit fixee sur la sequence qui sera liee au support a), sans 
intervention d'un conjugue b). 



45 MATERIEL ET METHODES 



ss 



1) Preparation des conjugues streptavidine, avidine ou anticorps.G6PDH 

8 ul d'une solution d'anhydride S-acetyl mercapto succinique (SAMSA) 10-M dans de '•^onltrile. 
sent ajoutes a la proteine a coupler avec I'enzyme et.placee dans de la glace (1 mg dans 300 ul de 
tampon^ phosphate O.t M. pH 7.4). Apres 30 min. a 4 C, I'incubation eat arrttfe par add-on de 35 ul 
d'hydroxylamine 1M <NH 2 OH) et 5 Ul de dithiothreitol (DTE) (10-M). La proteine thiolee est separee de 
l-exces de «§actifs par chromatographie sur ue colonne de substance derive du dextrane. commerces* 
sous la denomination Sephadex Q-25 par la societe Pharmacia et equilibree avec du tampon P0 4 0.05 M. 

PH 6 1* 4 mg de G6PDH sont mis en solution dans 500 ul de ce mSme tampon, avec 50 ul de NADPH 
10" J M. SO Ul de G6P 3X10-M. 20 ul d'EDTA 10"'M. 20 a 40 ul d'ester N-hydroxysucclm.d.que du 
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Cette m&hode est utilisable dans le cas oD I'ADN cible peut §tre modifu§ chimiquement, par exemple 
par Sfonl^ de I'ADN cible est realisee par une sonde marquee par une autre module, par 
exemple par un AON Wottnyld. 

6) Dosage sandwich d'une cible 

• , Le Dremler mod ele concerns ('utilisation ^oligonucleotides. II est constitue d'un poly -A sen/ant de 
db^e ZSnSL de 15 bases (ollgo 61). Cos deux oligonucleotides sont mod,** ,* fa S on 
^ntrSulre J I g?oupement biotlne ou un haptene comme la fluoresce** ou le DNP sur une extremis La 
modification peut etre realisee enzymatlquement ou chimiquement. 



T5 
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Marquage en2ymattque 

• as nuc , 6 otides dUTP ou dATP portant un residu biotine ou NH 2 sur la base sont acfcellement 
a 4 bases peuvent etre introduces par oligonucleotide). 
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Marquage chimique 
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Lors de la synthese des oligonucleotides un groupement NH 2 peut §tre .ntrodurt en powtton 5 par 
^taicunI!o ethyl ou hexyl phosphoramidite (reference 19). L'oligonucteotJde amine est ensuite 
^r^,«ir o u a la fluoresreine par reaction avec un ester N-hydrosuccinlmidique ou un derive de 

*Sm «S Z M introouits. est incubee pendant plusieurs heures avec ohgonucleotlde modifie. Les 
nmHuitsde faction sont separes par chromatographie de type filtration sur gel. 

^oitSSSl rn'odS^tudie, la cible a deteoter est le ^J^S^X £7*3 
, J sequence 

SSTSTSS ^"rrrnt 232 £?£ M tand.s U * piasmide reconnect .e reste 



45 



dS phages MIS sont marques chimiquement par I'AAF tandls que le piasmide P KTH est biotiny* par 

"'^^"sSme de capture est un Sepharose-proteine A permettant de retenir un anticorps amt-AAF et 
done de cZrer ^ phages M13. La detection est assume par le conjugue streptavidme-GePDH qu, 

reC °oT L e '^sS^rSse^les inventeurs concerns I'anaiyse de la parte hypervariabie du g>ne 
Sou une enzyme et les hybrldes correspondents ont ete doses par biolum.nescence. 
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RESULTATS 



55 EXEMPLE 1 : Phage doubiement marque* 

.. *«t nrv^ihtfl da detecter oar le precede* selon Invention toute molecule d'ADN sur laquelle deux 
J^SE l^ZX* Element marque par la bio«ne et par sul<ona«on, on constate 
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que remission de lumiere detectee par un luminometre. par example celui commercialism par la soclete 
i KR -«* nrooortionnelle a ia quantite d'ADN doublement marque. 

Lalmi^TcSLion de I'ADN de phage X est de 0.1 p 9 lorsqu'une base sur quarahte est mcdffiee 

soit par la biotine soit par sulfonation. 



5 



EXEMPLE 2 : ADN forme* par hybridation de deux ADNs marque's 

* Les possibility de cette methode ont ete etudiees en utilisant des j* nde *^ 
,o dans M13. En utilisant comma systeme de capture un exces de phage biotinylj. .I eat possible de detect* 
par hybridation des quantity de M13 marque par sulfonation, comprises entre 1 pg et 10 ng. 
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EXEMPLE 3 : Dosage sandwich d'une cible 



ler modeie : dosage d'une cible simple brin 



20 



25 



30 
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U premier example d'un dosage sandwich a ete realise sur un modele ample constrtue par une c.ble 
simole brio le poly A et deux oligonucleotides dT15. Des quantites variables de poly A sent mcubees 30 
nTn avS 3 emtomo.es de chacun de deux oligonucleotides marques respectlvement par la biotine et par 
Z ^Z?Ji<Tte»?Q Ul de tampon de force ionique elev4e (NaCI 0.5 ft 1 M). Apres hybrldat.cn, de 
?J5ES55^7m5i un anticorps antifluoresceine (dilution de ^^"J**,; 
le melange est ensuKe dilue et ajoute a du Sepharcse® (3 mg) sur lequel ont ete 
en^mes de luminescence et un anticorps antiA-globulines. Les substrata des enzymes (NAD Q6P FMN 
Sal) sent ajouMs et la luminescence mesuree en presence de LOH et de pyruvate pour detnure I exces 

II est possible de deLter 0,3 pg de po.y A, soit 30 attomo.es de sequence de «°™"*"^ cibte. Le 
dosage peut etre realise sans lavage, la suspension atant simplement d.luee. II a ete constat* que des 
lavages successifs n'apportent qu'une faible amelioration de la sensib.lite. 

2eme mod&le : dosage d'une cible double brin 

Le sensibillte diminue consW<Srablement lorsqu'on realise une reaction sandwich pour doser une cible 
double brin. En utilisant deux sondes M13 marquees par I'AAF (capture) et un plasmlde marquj p ar la 
biotine (detection) ce systeme ne permet de detecter que des quantites de plasmide cJWe "PM""" ft ^50 
ft 100 pg Cette faible sensibility provient notamment des faibles rendements d'hybndation Du fait de cette 
table SnsMM. la methode sandwich n'a pu §tre utilises que pour detector des c.bles en quantites 
appreciates comma dans le cas de la reaction d'amplification par la polymerase. 

3eme modele : dosage d'une cible double brin avec amplification 

Par amplification d'ADNs humains en utilisant comme amorcea ou -primers" deux "P™*^ 
marques en^sition 5 par la biotine et la fluoresced respectlvement i. est possj* 
ment de cible doublement marquee pour realiser son dosage sur 0.1 * 5 til des 100 ul du m.heu 
d'amplification. La sensibility eat tres elev^e car la cible eat amplifiee d'un facteur supeneur a 10«. 

Cette methods de dosage a ete appliquee ft .'identification des porteurs d'une sequenc . parte fere 
oouvant §tre contenue dans le gene codant pour la chatna legere de 1'ant.gene huma.n d h.stocomptab,l.fe 
P SI SnsSe ft amplifier seton les conditions decrites ft la reference 7 la parte du gene a anaivser pu« 
une fraction. 1 ft -S % du miiieu. est utilises pour determiner la quantite de sequence dormant 
marquee obtenue par amplification. 1 ft 5 a. de milieu est incube 30 min. avec 5 mill de eonfcgrf (av^ne- 
, TamLps-GePDH). puia ajoute ft 3 mg de support bioluminescent ^Sfi *tSS 

antifluoresceine ou de I'avidine. La luminescence est mesuree apres addrtion des substrats et du systeme 
riH destruction du NADH en exces (1UI de LDH + pyruvate). 

L analyse plus fine de la sequence est realisee avec amplification, en utilisant une sonde plus 



10 



EP 0 362 042 A1 



TO 



15 



20 



oermettent d'ampltfier la parte du gene a etudier : 
Biotine HN - QATTTCGTGTGTACCAGTTTAAGGGC 

(ollgo biotine S1 ) 

Fluoresced S = C = N-CCACCTCGTAGTTGTGTCTGCA 

(oiigo FITC S2) 

Note : FITC - isothiocyanate de fluoresceine. d . hY brides doublement marques qui 

S^r^r^u^e^ LffJ. ™d.ne (ou ranticorps and-nuoresceine, et 

les enzymes de luminescence* 

Apres addition des substrata. ,a J" minM ^^f^ u8 aDr&3 amp ,fflcatlon avec les sondes S2 et 

dans son integrality. 

Biotlne-GGCGGCCTGTTGCCGAG (oiigo biotine S3) 



25 



30 



RESULTATS 


ADN 


lere Mesure 


2eme Mesure 


(S1-32) 


(S2-S3) 


ADN 1 


31400 


7830 


ADN 2 


30400 


1910 


ADN NS" 


| 900 


720 



• ADN NS represente le "bruit de <ond w de la mSthode. 



Ces resultats montrent : 

35 - la sp*cificite do I'amplification obtenue sur p ADN huma.r, i ; pfifaonuctfoHde S3. Bien que 

I'hybridation de S3. 



45 CONCLUSION 



so 



35 



de separation. 



^ e 4 rt ironrfiQ ri'ADN obtenues par la reaction d'ampilfication 
Etude de .'analyse par bioluminescence de sequences oauin oownu«> y _ 

catalysee par une polymerase. 
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La technique de luminescence a M utlllsee pour la detection ou le dosage de sequences d ADN M- 
ou monocatenaire, produites par une reaction d'ampliflcation. Les analyses effaces ont ports sur des 
sequences dont la concentration dans le milieu est comprise entre 1 00 a 1 0000 pg/ml. 
Tes modeles etudies sent des sequences d'un virus de papilloma humain ou des sequences du gene 
5 de I'antigene humain d'histocompatibilite (HLA) de differents ADNs humains incorpores ou non dans un 
Dlasmide (voir a ce sujet I'exemple 3. 3eme modSle. dans ce qui precede). 

Les sequences etudiees ont ete obtenues par reaction d'amplification catalysee par la polymerase de 
Thermus aquaticus. Deux oligonucleotides amorces definissent une sequence de 200 pares de ^ bases La 
SaSdSpWation est realisee dans 100 nl (20 a 30 cycles) a partir de ditferentes quantites d'ADN 
ro £ f[? 0 f^emtogrammes, a 100 pg de plasmide correspondent a 10 3 a 10' molecules dans .a prise 
d'essai, ou 1 ug d'ADN humain purifie], 

Le protocole general utilise pour ('amplification est le suivant : 
dans un tube Eppendorf sont Introduits : 
10 de tampon ^amplification constitue de Tris HCI 670 mM. pH 8.8. (NHO* SO. 66 rnM M 9 a 67 
)5 mM, ^mercaptoethanol 100mM, EDTA (acide ethylenediaminetetracetique) 67 mM, 1.7 g/l de gelatine, 
0 1% de Triton ® X100 et 5% de DMSO (dime*thylsulfoxyde); 
- 'l0 Hi de melange de dCTP, dGTP, dATP et dTTP, chacun 2 mM; 
- 1 ul d'ADN a une concentration de 1 ng/ul a lu,g/u.l; 
•qsp I00uld'eau;et 

20 ' m »£Z poSf ebuiiition pendant 5 min puis 2.5 U. de Taq poiymerase^romega^sont ajoutSes et 
20 & 30 cycles d'incubation sont realises (1 min a 95*0. 1 min a 56 C et 2 min a 72 C pour chaque 

CyCl Le dosage par bioluminescence des sequences amplifies peut etre realise selon differents precedes : 
25 - dosage sandwich 

: SXa^Sue de la sequence a etudier, qui sont etudies et decrits dans les exempie 4 a 6 qui 
suivent. 
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Exemple 4 - Dosage sandwich. 



35 



40 



Le dosage sandwich utilise un support sur lequel sont immobilises les enzymes de luminescence el . un 
systeme de capture de I'ADN a doser. Un oligonucleotide marque par une enzyme permet, par hybndafion 

st^cifiQue. de doser I'ADN immobilis6. h» 

Pour le dosage sandwich, la reaction ^amplification est realisee en uflwant une 
chaque amorce (1 picomole et 50 plcomoles. respectivement) afin de favonser la formabon d ADN ample 
brin L'amorce presente en dtfaut s'hybride plus difflcilement. condulsant a une format™ plus lente du bnn 
comptementalre a celui que I'on veut doser (conditions "asym&riques"). 

a) Phase oligonucleotide + ollgonucleotide-enzyme. 



45 Protocole 

Deux oligonucleotides reconnaissant deux zones adjacentes du meme brln d'ADN sont utilises. Un des 
oligonucleotides (A) est immobilise sur un support comme le Sepharose, conjointement avec les enzymes 
Se luminescence (30 ug ^oligonucleotide. 5 mg de luciferase et 1 Ul d'oxydoreductase pour 1 g de 

so Sepharose active au (CNBr). ^immobilisation est realisee en utilisant par exemple du 

le bromure de cyanogene et un oligonucleotide portant en position 5 un groupement am.ne. U modifica- 
tion est realist au cours de la synthese de I'oligonucleotide en utilisant un analogue de base mod,fie ou un 
produ.t de modification connu sous le nam d'AminolInk II « (Applied Biosystemj.Le deux.eme °*«utfkft- 
oe (B) porte 6galement en 5 une fonction amine ou une fonction thiol permettant le couplage d une 

« enz me Le couplage est realise selon les methodes connues decrites pour la P*»£. «w* 
oratfauw (reaction d'un groupement maleimide porte par I'enzyme avec un residu thiol port4 par 
Srjao«de?Le coniugue o^onucleotide-enzyme (Q6PDH) est purifie sur co.onne ^gjrd^ 
el concentre sur membrane f.itrante (Amicon®30). II est important que les deux ol.gonucleot.des ne 
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Rdsultats . 

Le tableau I qui suit montre les r^sultats obtenus (bioluminescence mesuree) avec diffSrentes quantity 
amorces; comme IndlquS plus haut 

TABLEAU I 



25 



30 



volume 


amplification 


amplification 


<M 


symetrique 


asymStrique 


10 




8550 


5 


425 


8472 


1 


380 


4950 


0,5 


400 


2450 


0,1 


246 


977 


0,025 


198 


390 


0 


186 


190 
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quantMs d'ADN cible (sequence de virus de papillome humain dans un plasmide). 

TABLEAU II 



45 



50 



picogrammes 

ADN 


amplification 
symetrique 


amplification 
asymStrique 


100 


2045 


5280 


1 


2580 


1900 


0.1 


1600 


1223 


0,01 


563 


214 


0 


320 


105 



55 



aflndefl6n6rer U n ^N ^plH«s^pte bnn d . am p, if , caB on, de detecter moins de 1000 

Dans ces conditions il es possioie, apre& ov i.yw«* « r .... ^adn cible La 

molecules d'ADN viral et d'obtenir une reponse lineaire en fonction de la quantrte d ADN able. La 
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spScifictoS du dosage est apportee par la reaction d'amplifi cation mais aussi par les deux factions 
d'hybridation. En effet, bien que le protocole de dosage n'utilise pas tfetape de lavage, on obtlent une 
bonne specificite de la reaction d'hybridation car I'oligonucklotide marquy par I'enzyme est utilise en 
concentration faible <10- 12 M). En presence de 1 ug d'ADN non sp^cifique. il est possible de dStecter 
5 moins de 100 pg de la sequence amplified. 



b) phase streptavldine + ollgonuc!4otlde-enzyme. 

ro La sensibility du dosage des sequences amplifies peut Itre augmentee si la capture de la sequence 
ampl'rfiees est realise© directement par liaison sur une phase streptavidine . 



is 
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Protocols 



La "reaction ^amplification est effectuee avec un oligonucleotide amorce biotinyiy en 5 . en exces par 
rapport a I'autre oligonucleotide amorce . Apres amplification, 10 ul du milieu ^amplification sont incubus 1 1 
a 3 heures avec ['oligonucleotide marquy par I'enzyme et 1 mg de Sepharose-streptavidine-lucif4rase-FMN 
oxydoreductase (5 mg de streptavidine. 5 mg de luciferase et 1 Ui de FMN oxydoreductase pour 1 g de 
20 Seoharose). Les protocols d'incubation et de mesure sont identiques a ceux precedemment ddcnts . La 
liaison au Sepharose est dans ce cas realisee par liaison de I'ADN biotinyld a la streptavid.ne. au l.eu 
d'utiliser une reaction d'hybridation . 

Les r^sultats obtenus sont rassembl^s dans le tableau III qui suit. 



TABLEAU III 



volume (M.I) mileu 


amplification 


amplification 


d'amplification 


sym£trique 


asyme*trique 


5 


1620 


12510 


1 


1200 


6200 


0.5 


820 


3600 


0.05 


340 


451 


0 


192 


187 
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Le tableau III montre les nSsultats obtenus avec dtffe*rents volumes d'amplification d'une sequence de 
aene d'un virus de papillome humain . La sensibility obtenue est plus importante mais la specificity est 
diminuye par la liaison au support de tous les fragments d'ADN biotinyles. O'autre part, afin d'eviter une 
saturation du support, ia quantity de milieu d'amplification a doser doit §tre infyneure a 10 al. 



Exemple 5 : dosage par compytition 



Le pr.ncipe du dosage par compytition repose sur ['hybridation d'un ADN doublement marquy avec 
ADN a doser non marquy. L'hybridation conduit a la dispantion d'une moiycule doublement marquee 
done a la disparition du signal de luminescence. 



50 Protocole 

L-ADN doublement marquy est prtpare par amplification enzymatique en utilisant des oligonucleotides 
amorces marques en position 5' par la biotine ou la fluorescent La syquence produite par amplification est 
marquee sur chaque brin. Apres amplification, la molecule doublement marquee est purifiee par chromato- 

55 graphie ou par yiectrophorese. . 
La moiycule doublement marquee peut §tre ygalement constituee par deux oligonucleotides comple- 

mentaires. marquys run par la biotine et I'autre par la fluorescyine. 

Ces moiycules doublement marquyes. en pnSsence de molecules homoiogues mais non marquees, 
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somsoumlsesa una induration par la ^^^^^Zc^ en usllsant un 
Le dosage de la molecule doublement marquee est revise P^ 0 ™"^ et 1 u( de FMN 

J^mJtm luminescent (5 ^"TS^v^ 

oxydor^uctase S ^ * la streptavldlne. 

STpS: tK?i£ s^-i-* ^ * — ,,hybride sur ,,immunoadsor " 

bant. 



10 Resultats 

quantity de sequences amplifies homologues. non marquees. 

TABLEAU IV 



T5 
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30 



volume de milieu 


Signal 


^amplification (ul) 


(mvolts) 


2 


156 


1 


190 I 


0,5 


228 


0,25 


311 


0,125 


404 


0 


1300 


tdmoin 


1350 



* Etud9 de nation de deux oHgonudlo^ complgmen^res en presence de sequences ampllflees de 
differentes longueurs : 

k sonde temoin est le resultat de .'hybridation de deux oligonucleotides complements^ marques. Pun 
par la biotine et I'autre par la fluoresc6ine. 



Principe: 



48 



biotine 

— —20 bases - 
sonde temoin 



--FITC + X bases 

oligonucleotide non marque 



50 



66 
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Resuttats: 




5 


blanc (support luminescent + streptavidine-G6PDH) 

sonde temoin non d6natur£e 00 fmoles) 

sonde tSrnoin d$natur£e et r6hybrid4e 

sonde t<§moin + 100 fmoles d'oligonuclSotide non marqu4 (20 pb) 

sonde temoin + 100 fmoles d'oligonucleotide non marque (64 pb) 

sonde timoin + 100 fmoles d'oligonucfclotide non marqu£ (96 pb) 

sonde temoin + 100 fmoles ^oligonucleotide non marque (140pb) 


400 mV 
6927 mV 
6695 mV 

865 mV 
1968 mV 
3498 mV 
3724 mV 


70 


note : FITC - isothlocyanate de fluoresriine 

pb = paires de bases — — — 



Las resultats obtenus montrent que ('utilisation d'une sonde ADN marquee sur chao^ bnn W™*** 
realise? un dosage d'un ADN homologue non marque . Pour obtenir la me.lleure senabHrte possible ul est 
nTces^re que ?ADN marque (sonde) et I'ADN a doser soient de tallies identiques. L'utilisation d'ol.gonu- 
marques oonduJ ainsi a un emplacement plus faibte qu'avec des sequences obtenues par 
amplification. 

Exemole 6 : multi-marquage speciflque de la sequence ampljflee : 

L'utilisation d'oligonuclecttdes marquSs differemment pour produire des seque J**™**™*™'' 
i ouees S d'etre dlcrite. Ce sysfcme se heurte a un probleme de specificite car la reaction d'amphfica^on 
Sre dTs sequences doublement marquees non specifiques. Ces sequences sent produ.tes par Ra- 
tion! nVn spedfiques des oligonucleotides marques et. pour les ellmlner, il est necessaire de realise ^une 
SeXomIogi»hique ou une electrophorese. Sans cette etape, il est possible de trouver des condone 
S^SJS Paction non speciflque ( temperature elevee. faible concentration en o^onuc^ides) 
o ^ X sSSbilM de la methode rests "fable et ce type de marquage n'est appl.cable que pour I etude 
comparative permettant de detecter la presence de mutations ponctuelles ou pour real.ser un typage 
comme Srit a .'example 3. 3eme modele ci-dessus. mais en aucun cas pour le depistage de virus car 
alors le "bruit de fond" dolt Stre le plus faible possible. 

s 

Principe du multi-marquage speciflque de la sequence ampllftge 

U reaction ^amplification enzymatique (PCR) permet de produire un grand nombre de co pies d'une 
cible donnee. cependant il est possible de produire des fragments de plus petites Mies, du fait de 

« CriSoTnon speciflque des oligonucleotides utilises comma amorces de la reaction De ce fart. 
mSSSn is produits d'ampliflcation necessite soit une separation par electrophorese sort une 
hybSoTspecrtique avec une sonde marquee pour quantifier la quantite de cible amphf.ee . Le dosage 
pSoTu iHse une base modifies (dUTP-blotine. dATP-bictine ou DUTP-dlgoxigenine 6 une concentration 
feTqte ors de la reaction d'ampliflcation. seulement deux molecules marquees soient incorporees dans 

« a sequence specifique.En gener* .es sequences non specifiques sent le resuita. djjybnde . tions m» les 
Lorces et de ce fait les sequences non specifiques sent plus courtes que la sequence * etudier La 
Si d! ; double marquage de sequences non specifiques par la base moditiee est done relativement 

"'"Vft'ableau V cl-dessous donne les valeurs th«5orlques du pourcentage ^Incorporation de plusieurs 
so nucleotides biotinyWs (dUPT-biotine) dans des sequences d'ADN . .. ... 

La sequence non speciflque est constitute des oligonucleotides amorces qui peuvent s hybnder ert e 
eux et oeTettie ainsi legation d'un maximum de 20 paires de bases. La sequence speciflque dans le 
Z forest de 200 paires de bases. Le rapport dTTP.'dUTP-biotine est egal k 50 et on cons.dere que 
l-analogue biotinyle est reconnu par I'enzyme deux fois moins bien que le nucleotide natural. 
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TABLEAU V 



Qroupes biotine 
incorpor§s 


elongation de 20 
paires de bases 


elongation de 200 
paires de bases 


marquage non 
spScifique 


2 
3 
4 
5 

Total 


0,420% 
0,012% 
<0.001% 
" <0,001% 
0,434% 


18.49% 
6.10% 
1,49% 
0,29% 

26.50% 


2.2% 
0.19% 
0,013% 
<0,001% 
1,6% 



T5 
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U valeur de multi-marquage non specttique ains. obtenue est de I'ordre de 1% si on consldere que les 
quantites de sequences produites sont identiques. adsorption prealaWe sur du 

Jominescents;). Do felt de « = de -a fjuenc J JS^^*^ p L 
molecule de sequence •toil ^."^.^^fiSn un conjugue streptavidine-Q6POH reagit 
rapidement que la biotine de I'ADN *™^J** a JJT'JJS uTnce d'ADN deja ImmobiOeee . La 
avec la biotine restfe llbre, done la b.obne portee par « 'JjEL^ °„ presanca de reactil de 
deshydrogenase ainai life a 1'ADN se trouve j» p««*. * ^S^SL» de lumlere. Le 
SSSS e ta nSotr m =e^^ — des^nase-^ate et 

ne partlclpe pas a la reaction de luminescence. d , seauence etudiee. L'ADN genomique 

La specified du dosage ^^^^^^^ fait peu de sequences non 

radsTrbant et peut etre reallsee directement sur 0.1 a 10 ul du milieu d'amplrtcaaon . 



Protocole : 

heure avec 0.3 m Ul de Strptavidine-GOPDH Aprta "cubation 500 mWnl de 

aiou.es (NAD 10- M. Q6P Uj£ * pyruvate JJ^J^JJ,, ^Srnesuree pendant 10s. 
LDH dans du tampon phosphate 0,1 M). la luminescence ae cnaMuo 



45 



Rteultats : 



DKferentes quantites d'une sequence d'ADN specifique ont ete * J JJjjJ 

non specilique.te tableau V. montre lea resultata ^ STSSTl. resent le 

50 srsr i t: ^jsssm s srs~, eat * - 

molecules de sequence cible. 
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TABLEAU VI 



molecules 


bianc 


10 3 


10* 


2.10 s 


10 s 


5.1.0 6 


Signal ( mvolts) 


190 


400 


550 


800 


990 


1190 



10 



15 



20 



25 



Cette technique est d'autant plus specifique et sensible que la sequence amplifiee est plus tongue. 
L'allongement de la sequence amplifiee, par example au-dela de 1000 paires de bases, ce qui est possible 
en utilisant les mSthodes ^amplification actuellement connues. permettrait done d'augmenter sa specific^ 

et sa sensibility . , „ 

En resume\ la mSthode d'analyse par bioluminescence selon invention permet de rf§aliser, sans Stape 
de separation, diffeientes analyses (dosage et/ou detection) de sequences decides nucleiques. Cette 
mfthode est particulferement adaptSe I la detection de sequences produites par amplification Oes 
resultats quantitatifs sont obtenus par les- dfflerents precedes debits. Ces pnxrfctfs peuvent etre appliques 
Si la detection de particules virales ou de bactfries mais aussi pour identifier des mutations ou des 
variations alteliques du g6nome hurnain (maladies hen§ditaires. oncogenes, typage HLA). 

Le dosage sandwich est adapte au dosage de virus et bactSries car il presente de bonnes specificite et 

S8nS U h dosage par competition ne newssite pas de produire des AON simples brins si la sonde est 

homologue a la sequence a doser. 

Cette methode est intiressante pour etudier les variations antiques car elle permet de travailler dans 
des conditions d'Squilibre permettant de comparer I'association de differentes sondes. 

Le dosage par multimarquage est adapt* a la detection de virus et bactfries. cette mdthode est plus 
rapide que les pnicedentes car le marquage est realise lors de la faction ^amplification. Elle rrfcessite 
cependant que la reaction ^amplification produise une sequence specifique d'au moins 200 paires de 
bases. Elle ne permet pas d'4tudier la nature de la sequence amplify et ne peut pas 6tre utillsee pour 
identification de mutations ponctuelles. 
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1. Precede d'analyse d'une sequence specifique d'ADN ou d'ARN, caracterlse en ce qu'll consists 

e88e Tur^''Xntant una surface poreuee et/ou dbreuse aur iaquelle aont 

i« ZtnnZ luciferase at oxydoraductase d'un systeme de bioluminescence et d'autre part, un 
5 P £sZT^Z TZ, iSlt ou Indlrectement. par .'.ntermeolaire d'au moins une reacaon 

d'afflnite ou par hybridation specrfique, une sequence nucleotidlque. ^--.x 
b) un conjugue d'enzyme constitue essentiellement d'une enzyme capable de P^"^"™^^ 

nucleotide intermldiaire. utilisable par .'oxydoraductase du systeme JJL^JJf^ 
,o "Emission d'un signal de bloluminescance et d'une molecule capable de se her par afhnite avec un 

m9 ro..»nr de saemenee nucleotidlque cu de s'hybrlder avec une telle sequence, et 

m "Tune1o^riueu?e « eLenttellement tea substrata de '^^f^J. 

consBiMants du systeme de bioluminescence autres que lea enzymes et le compose nucttftde '"ten^a.- 

rSSJta rSnStart d'un systeme de destruction du compose nucleotide ,ntermed,aire en exces 

15 T ?oJ M« echantlHon contenant I'ADN ou I'ARN a analyser, eventuellement empJWjau moins 

" pret^ SSS. ™N ou d'ARN, de P^«^f£ J"*— TS£2 

.ScJmettre I'ensembla a denaturation puis a rehybridation, et matte Jej flange obtenu en contact 
simultanement ou successlvement, avec un support a) et un conjugue b) *>r*°W*a. N 
mewe en contact, simultanement ou successlvement. d'une part un echanftHon contenant WW I ou 

« rSTSiTS preference ampllfle, avec un support a) portant une sequence ™cleotld.que 

30 dSe °autrt ^Se dudit ADN ou ARN et non complemented de la sequence nuc.eotid.que portee par !e 

!Klttre I'ensemble obtenu sous 1 * en presence d'un exces de la solution c) ; 
-3* laisser reposer jusqu'fc obtention d'un signal stable: puis 

-4* mesurer la lumiere emlse; et eventuellement i^rhnntillon 
35 J determiner, a I'aide d'un systeme d'etalonnage. la quantlte de sequence a doser dans lechantillon 

^ffllTSKraL- en ce que » support a) est constitue d'un polymers 
08.dS.ue ?e?que Cose ou un agarose modifie. d'acrylamide, d'un copolymere acrylique. de verre poreux 

ou d'une matiere flbreuse. 
40 3 Precede* selon la revendication 1 ou 2. caract<§ris6 en ce que 

- I'enzyme du conjugu$ b) eat la glucose-6-phosphate deshydrogSnase ; 

- et en ce ou? I'etepe 1 ' . la sequence a analyser est substitute doublement. eventuellement au 
£ , « * J fa. e P 2r un Ser substttuant capable de se lier. directement ou »»«^ " >*£ 

M af^ar une rSal . d'rtnrt. et par un second substituant capab.e de se l,er au con,ugue b) par une 

rf i 0n proSfsalon I'une des revendications 1 a 4, caracterlse en ce qu'll utilise une reaction de type 



19 



EP 0 362 042 A1 



ccnstitue d'une enzyme, notamment une dehydrogenase, et d'une sequence nucleofldique, nor • compft- 
merSe de la sequence porfee par le support a) et complements d'une parte de la sequence a 

™Tp£S^™^™<*™«* 1 > 3. caracterise en ce qu'il ufl.ise une faction d'hybrida- 
tion de type "sandwich" et en ce que la sequence a analyser, de preference amplifiee. est marquee par un 
substltuant presentant une affinite speciflque pour le substituant porfe par le support a), et le con.ugue b) 
est constHue d'une enzyme, notamment une deshydrogenase. et d'une sequence nucleotid.que comple- 

"T^d^^^^ I 3. caracferise en ce qui. fait intervenir une ^on de 

, type "sandwich" et en ce que la sequence 4 analyser est multimatquee. de preference P»J™PMca«on le 
support a) porte des substituants presentant une affinite speciflque pour le marqueur de lactate sequence et 
le conjuguJ lb) comporte egalement un substituant presentant une affinite speciflque pour le marqueur de 

ladtt 9 S p?o U cTd7'selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que I'etape i " fart intervenir une 
, reaction de competition utllisant une. 9 e.que-ice doublement marquee par. des^ubsJituant^ .diffe rents not i deux 
Sonucleotides wmplementaires ma^ues par des substituants drfferents. lesd.ts substitute dWerents 
presentant I'un. une affinite speciflque pour le substituant speciflque porte par le support a) et I autre, une 
affinite speciflque pour la molecule speciflque du conjugue b). 

10 Reactif pour la mise en oeuvre du precede selon I'une des revendications 1 a 9. caractensi en ce 
, qu'H se'presente sous la forme d'un support presentant une surface poreuse etfou fibreuse sur laquelle son 

immobilises d'une part, les enzymes luclferase et oxydoraductase d'un systems de luminescence et 
d auire part, un substituant capable de fixer, directement ou indirectement, par l'intermed,a.re d'au moine 
une reaction d'afflnife ou par hybridation speciflque. une sequence nucleotidique. 

11 .Ffeactif selon la revendication 10. caracterise en ce qu'il est constitue de microbes , d agarose 
5 modify portant Axes h leur surface sur les memos microbilles ou sur des micmbilles differentes, un 

"anticorpV universal", de preference un "anticorps anti-y-globulines. une proteine A. de I avid.ne ou une 
sonde nucfeique, une luclferase d'origine bacferienne et une oxydoraductase. 

12 .Necessaire pour la mise en oeuvre du procede selon I'une des revendications 1 & 9. comprenant 

essentiellement 

io -lereactH selon la revendication 10 ou 11. i I'abri de la lumi&re, et .u,^,^^ 

- un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se Her selectlvement. 
par affinite. avec un marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence. 

13 Necessaire selon la revendication 12. caracterise en ce qu'il comprend : . .. 

- un flacon contenant. a I'abri de la lumiere. des microbilles d'agarose modifie. en suspens.cn dans I ea* 
K ou sous forme de comprime delitable dans I'eau. munies i leur surface d'un "anflcorps universel ou d une 

proteine A. d'une luclferase d'origine bacferienne et d'une oxydoreductase, 

?un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se Iter selecflvement, 
par affinite. & un marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence. 
• un flacon contenant un anticorps speciflque d'un autre marqueur de sequence nucleotid.que. et 
40 - du tampon, du NAD ou du NADP, du FMN. un aldehyde a tongue chaTne. un systems capable de detruire 
le NADH ou le NADPH en solution, ainsi que le substrat de la deshydrogenase. 

14 Necessaire selon la revendication 1 1 , caracterise en ce qu'il comprend : 

- un flacon contenant. & I'abri de la lumiere. des microbilles d'agarose modifie. en suspension dans I eau. 
ou sous forme de comprime deniable dans I'eau. munles * leur surface d'avidine ou de streptavidine. d une 

45 luciferase d'origine bacferienne et d'une oxydoreductase, 

' Sn flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se Her selecflvement. 
par affinife, a un marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence, et 

- du tampon, du NAD ou du NADP. du FMN. un aldehyde a long chalhe. un systeme capable de detru.re le 
NADH ou le NADPH en solution, ainsi que le substrat de la deshydrogenase. 
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